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DNA, 经 EcoRⅠ限制性内切酶和 EcoRⅠ甲基化酶酶切, 脉冲场电泳选择合适酶切 DNA 片段, 连接线性磷酸化
的载体 pCC1BAC, 转化大肠杆菌 EPI300 E. coli, 构建了含有 44 706 个克隆的全基因组 BAC( Bacterial artificial 
chromosome)文库, 该文库平均插入片段 80 kb,具有 9 倍的基因组覆盖率, 基本能够满足功能基因等研究需要, 
为中国文昌鱼全基因组测序打下基础。 
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Abstract: As one of the closest living invertebrate relatives of vertebrates, amphioxus (subphylum Cephalochordata) oc-
cupies a key position in animal evolution and is becoming the best available proxy and model animal for studying the last 
common ancestor of all chordates, especially vertebrates. As long-term continuous culturing of amphioxus in laboratory 
became reliable, for pushing this animal to be a more successful model system, whole-genome sequencing of one or more 
species derived from this branch will be another urgent issue needed to address. In the present study, we described the con-
struction and characterization of a bacterial artificial chromosome (BAC) library, using a single individual of Chinese am-
phioxus (Branchiostoma belcheri). High quality genomic DNA extracted from the spermary was partially digested with 
EcoRⅠand EcoRⅠmethylase. Desirable DNA fragments were isolated by pulsed field gel electrophoresis (PFGE), ligated 
to linearized and phosphorylased carrier pCC1BAC, and then transformed to Escherichia coli EPI300. The constructed 
library consists of 44 706 clones with the average insert fragment size around 80 kb as estimated by PFGE. The representa-
tion of the library is about 9 equivalents to the amhioxus genome. These results indicate that the BAC library will be useful 
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for functional genomic studies and facilitate the whole-genome sequencing of Chinese amphioxus. 





































鱼(B. belcheri)基因组 BAC文库, 这一文库的成功构
建, 为全基因组测序的顺利完成打下了基础, 也为
比较基因组研究提供了重要资源。 
1  材料和方法 
1.1  材料 
成熟雄性白氏文昌鱼(B. belcheri)采自厦门海域, 
动物的种名经过准确的形态学鉴定[6, 13]; 大肠杆菌
EPI300 E. coli 和线性磷酸化质粒 pCC1BAC 购于
EPICENTRE 公司; Incert Agarose 购于 FMC 公司; 
NotⅠ购于 TaKaRa 公司 ; SAM, EcoRⅠ , EcoRⅠ
Methylase, Low Range PFG Markers购于 Biolabs公
司; Agarose Low EFO (Electrophoresis Grade)购于
Fisher公司; 其他常用试剂均为国产分析纯。CHEF- 
DR  system Ⅲ 脉冲场电泳仪、电转仪和电击杯
(0.2 cm)购于 Bio-Rad公司。 
1.2  方法 
1.2.1  高分子量(HMW)基因组 DNA 的提取  
取单条性腺饱满、体型较大的雄性文昌鱼, 置 
4℃预冷的过滤海水中 5~10 min 后于体视镜下小心
剥离出精巢组织, 因解剖出的精巢组织稀软与海水
混合, 可直接用移液器吸到 1.5 mL的离心管中, 4℃
下 1 500 r/min离心 10 min, 小心弃上清。所得沉淀
物为精子和精巢组织, 用 1 mL 预冷的洗涤缓冲液
(137 mmol/L NaCl, 2.7 mmol/L KCl, 10 mmol/L 
Na2HPO4, 2 mmol/L KH2PO4, 40 mmol/L EDTA, 2.0% 
v/v 甘油, pH 7.4)轻轻悬起, 然后以 2 000 r/min, 4℃





的 HMW 基因组 DNA, 上述一条性腺饱满的文昌鱼
可制得约 10 个栓塞。栓塞 DNA 质量检测和栓塞的
保存方法同文献[14]。 
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1.2.2  部分酶切和大片段 DNA 回收 
用适当比例的 EcoRⅠ和 EcoRⅠ甲基化酶部分
酶切栓塞 DNA, 酶切后的栓塞转入 20% NDS 
(2 mmol/L Tris, 6.8 mmol/L N-laruoylsarcosine, 
127 mmol/L EDTA, pH 9.0)终止反应。经过两次脉冲
场电泳割取 97~145 kb DNA片段的胶块。用截留分
子量 12 000~14 000透析带电洗脱回收胶块中 DNA, 
将回收的 DNA 溶液用 0.8%琼脂糖凝胶电泳以确定
DNA 浓度。部分酶切和大片段 DNA 回收的具体步
骤参考文献[14]。 
1.2.3  电击感受态细胞制备  
电击感受态细胞按照 Shigekawa等[15]方法制备, 
菌种为 EPI300 E. coli, 用无离子水配制的 10%甘油
重悬沉淀物, 使菌体最终浓度 OD600 的吸光值达到
10.0, 分装成 100 µL小份–80℃冻存备用。 
1.2.4  连接与转化   
连接反应按照 Copy Control™ BAC Cloning Kit
说明进行。将微孔过滤膜(0.025 µm, Millipore)漂浮
于平静的预冷纯水表面, 用移液器轻轻地把连接产
物点在滤膜的中央, 4℃透析 1.5 h, 充分脱盐。大肠
杆菌转化参照文献[14], 具体操作如下: 取 2 µL 透
析过的连接产物与 40 µL 感受态细胞混匀加入预冷
的电击杯 , 用 Cell-Porator E. coli Electroporation 
system (Gibco BRL)电转化, 参数设为电阻 100 Ω; 
电压梯度 18 kV/cm; 电容 25 µF。电击后迅速将 1 mL 
SOC 培养基加入电击杯, 于 37℃中 200 r/min 培养
1 h 后 , 涂布在含有氯霉素 (12.5 µg/mL)及 X-gal 
(20 µg/mL)和 IPTG (0.1 mmol/L)的 LB固体培养基上, 
37℃培养过夜。 
1.2.5  单克隆分离和培养   
向无菌 384 孔板每个孔中加 80 µL (12.5 µg/mL
氯霉素和 10 %甘油) LB液体培养基, 手工用牙签将
单克隆挑入孔中, 37℃培养至菌液浑浊。将 384孔板
标号后放入–80℃冰箱中长期保存。 
1.2.6  重组克隆插入片段大小的鉴定   
随机抽取几块 384孔板, 每个板随机挑取 20到
40 个不等的克隆检查插入片段大小与空载(无插入
片段)比例。质粒提取采用碱裂解法 , 提取的质粒
DNA 用限制性内切酶 NotⅠ消化, 脉冲场电泳检测
插入片段大小。根据 R=N×I/GS, (公式中 R代表覆盖
度, N 代表重组克隆的数目, I 代表平均插入片段大
小 , GS 为物种基因组大小 , 文昌鱼约 400 MB, 
http://bacpac.chori.org )计算文库的库容。 
2  结果与分析 





中增加 EDTA, 显著地提高了大片段 DNA 的质量[11, 
14]。本研究中针对文昌鱼的特点, 调节缓冲液的成分, 
比较采用加入 60 mmol/L EDTA的 PBS作洗涤缓冲
液与加入 40 mmol/L EDTA和 2% v/v甘油的 PBS作
洗涤缓冲液, 用同样的方法处理精巢组织、制作栓
塞和消化细胞, 然后进行脉冲场电泳检测, 结果发
现采用加入 60 mmol/L EDTA的 PBS作洗涤缓冲液, 
提取的基因组DNA仍然有较多大片段降解, 而加入
2% v/v甘油和 40 mmol/L EDTA的 PBS作洗涤缓冲
液提取的基因组 DNA 降解的更少, 高分子量 DNA





图 1  栓塞中包埋的基因组 DNA 电泳检测 
A: 缓冲液中加入 40 mmol/L EDTA和 2% v/v甘油的 PBS制备的精
巢组织 DNA栓塞脉冲场电泳结果(M: Low Range PFG DNA分子量
标记); B: 缓冲液中加入 40 mmol/L EDTA和 2% v/v甘油的 PBS制
备的整条文昌鱼 DNA 栓塞脉冲场电泳结果 ; C: 缓冲液中加入    
60 mmol/L EDTA的 PBS制备的精巢组织DNA栓塞脉冲场电泳结果。 
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因组 DNA 进行脉冲场电泳检测, 结果见图 1 所示, 
全鱼提取的DNA降解较多, 总量反而没有只用精巢
组织提取的DNA量多, 同时考虑到全鱼提取的基因
组 DNA 还有可能会被消化道食物中的基因组 DNA
污染, 因此本研究只用精巢组织提取的基因组 DNA
来建文库。 
2.3  部分酶切条件的选择   
本研究用 pCC1BAC载体, 该载体有一个 EcoRⅠ
酶切位点, 用于插入外源 DNA片段。为了得到长度





验。首先将 EcoRⅠ甲基化酶固定为 80 U/mL, 以
EcoRⅠ浓度 0、2、6、10、14、20、30、40 (U/mL)
作梯度实验, 结果如图 2A 所示。当 EcoRⅠ浓度达
到 10 U/mL 时 100~200 kb 之间的 DNA 片段的量较
多, 故选取 10 U/mL EcoRⅠ浓度进一步对甲基化酶
设计浓度 0、60、80、100、120 (U/mL)进行考察, 发
现 EcoRⅠ甲基化酶浓度在 60~120 U/mL 范围对酶
切效果没有显著变化(图 2B), 故选择 80 U/mL EcoR
Ⅰ甲基化酶。最终选择酶切条件为半个栓塞在 500 
µL体系中以 10 U/mL的 EcoRⅠ和 80 U/mL EcoRⅠ
的甲基化酶浓度于 37℃下酶切 2.5 h。 
2.4  部分酶切 DNA片段的回收   
用确定的最适酶切条件(10 U/mL 的 EcoRⅠ和
80 U/mL EcoRⅠ的甲基化酶浓度)将基因组 DNA酶
切后 , 以两次脉冲场电泳分离目的片段 , 回收含
97~194 kb 范围片段大小的凝胶 , 经过两次选择的
DNA 片段用电泳从琼脂糖凝胶中洗脱, 为检测所得
DNA片段的大小和浓度, 分别以 Low Range PFG为
分子标记进行脉冲场电泳和以已知浓度的λ DNA 
HindⅢ为分子标记进行 0.8%的普通琼脂糖凝胶电泳, 
结果表明得到的 DNA 片段长度在 97~145 kb 之间
(图 3A), DNA样品的浓度大约为 5 ng/µL(图 3B)。 
2.5  文库的建立及质量鉴定   
经过条件优化, 我们构建了一个 EcoRⅠ单酶切
的单条白氏文昌鱼基因组 BAC 文库 ,  该文库由
44 706 个克隆组成。为了估计文库的插入片段大小
的分布, 我们随机挑取培养 3个 384孔板中的 76个
克隆, 脉冲场电泳检测结果表明, 平均插入片段大





图 2  EcoRⅠ和 EcoRⅠMethylase 酶切条件比较 
A: EcoRⅠ浓度梯度。泳道 0: (对照不加酶); 泳道 1~7: EcoRⅠ甲基化酶浓度固定 80 U/mL, EcoRⅠ浓度分别为 2、6、10、14、20、30、40 (U/mL); 
M: Low Range PFG DNA分子量标记。B: EcoRⅠ甲基化酶浓度梯度。泳道 0: 对照(不加酶); 泳道 1~4: EcoRⅠ浓度固定 10 U/mL, EcoRⅠ甲基
化酶浓度分别为 60、80、100、120 U/mL; M: Low Range PFG DNA分子量标记。 
 





图 3  回收片段的大小和浓度确定 
A: 两次电泳片段选择后回收的片段进行脉冲场电泳(M: Low Range 
PFG DNA分子量标记); B: 通过普通电泳对回收 DNA浓度的确定。
根据 λDNA HindⅢDNA分子量标记判断回收 DNA的浓度, M1点样





图 4  BAC 克隆中插入片段大小的脉冲场电泳检测 
M: Low Range PFG DNA分子量标记。 
 
9 倍。检测的克隆中 9 个不含插入片段, 占总数的
11.8%。片段大小分布情况: > 100 kb: 22/76 (28.9%); 
80~100 kb: 23/76 (30.3%); 60~80 kb: 18/76 (23.7%); 
< 60 kb: 13/76 (17.1%)。 
3  讨 论 








胞培养方法尚未成熟 [21], 无法得足够的培养细胞 , 
因此我们在白氏文昌鱼繁殖季节选择饱满的精巢组
织提取高分子基因组 DNA。对构建单条鱼基因组文
库而言, DNA 的量是非常宝贵的, 但去除精巢组织







化的洗涤缓冲液基础上进一步改进, 加入了 2% v/v 
的甘油, 显著降低了基因组 DNA的降解。 




插入片段 80 kb, 重组克隆比例 88.2%, 计算的文库
基因组覆盖度为 9倍。据报道, 2个佛罗里达文昌鱼
基因组文库已经构建, 其中一个为 PAC 文库, 质量
较低, 平均插入 80 kb, 覆盖 5倍基因组。而另一个
BAC文库质量较高, 平均插入为 142 kb, 约覆盖 17
倍基因组。我们所建立的单条白氏文昌鱼文库, 质
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